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(57) Abstract 

The invention concerns arylhydrocarbon receptor ligand antagonists, characterised in that they are prepared from polyhydroxyl 
stilbenes, monomers or polymers or the corresponding glycosides, said compounds being in racemic form, or in the form of geometric 
isomers. The invention is useful for preparing medicines and foods for preventing or treating affections caused by and related to exposure 
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(57) Ahi-ege* 

L'invention conceme des antagonistes de ligands du reeepteur d'arylhydrocarbures. Ces antagonistes sont caracu5ris6s en ce quMls 
sont 61abores a partir de stilbenes polyhydroxyl6s, monomeres ou polymercs ou des glycosides correspondants, ces composes 6tant sous 
forme rac6mique, ou d'isomeres ge'ometriques. Applications pour la fabrication de mddicaments, en di6te~tique, et de maniere g6nCrale 
pour fabriquer des mddicaments et aliments afin de pr6venir ou traiter les affections provoqudes et liees a Texposition a des ligands 
arylhydrocarbures. 
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Antagonistes des ligands du recepteur des 
arylhydrocarbures 

5 L 1 invention a pour objet des antagonistes du 

recepteur des arylhydrocarbures polycycliques et/ou 
halogenes toxiques et leurs applications, notamment, pour 
la prevention et le traitement des intoxications et 
pathologies induites par ces polluants. 

10 Les arylhydrocarbures polycycliques et/ou 

halogenes, designes ci-aprSs en abreg§ par ligands AhR, 
constituent des toxiques environnementaux. II s f agit par 
exemple d'hydrocarbures halogenes (HAHs) , d ! hydrocarbures 
polyaromatiques halogenes (PAHs) , de biphenyles 

15 polychlores (PCBs) , de polychlorodibenzodioxines (PCDD) , 
dont la 2, 3, 7, 8-tetrachlorodibenzo (p)dioxine (TCDD) , 
de polychloro-dibenzofuranes (PCDF) , et de benzo (a) pyrene 
(BaP) . 

Ces ligands AhR # et en particulier la dioxine, ont 
20 r^cemment regu beaucoup d' attention du fait de leur 
resistance k la degradation et de leur longue demi-vie de 
plus de 10 ans dans le sol et de 4 a 12 ans dans le corps 
humain (sang et graisses) . 

Contrairement a une croyance repandue, 1' exposition 
25 aux ligands AhR ne se limite pas a la vicinite des sites 
industriels, de decharge, ou d' accidents de pollution. 
Toute personne sur terre est continuellement exposee aux 
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toxines activatrices du AhR provenant, entre autres, de 
la fumee de cigarette, des gaz d' echappement des moteurs 
a essence ou diesel, des emanations des fours 
industriels, de la viande cuite au barbecue, des produits 
5 laitiers et m§me du lait maternel (voir reference (1) ; 
les references bibliographiques sont donnees en fin de 
description) . 

II existe maintenant suf f isamment de preuves 
experimentales et cliniques pour demontrer un lien entre 

10 1' exposition aux ligands AhR et de nombreuses 
pathologies, telles que 1' atherosclerose (2), certains 
cancers (3), (4), (5), la depression immunitaire (6), les 
allergies et certaines maladies de la peau (7) . 

En outre, les ligands AhR pourraient etre impliques 

15 dans l'etiologie de certaines sterilites { (8), (9) ), et 
de la diminution de la resistance aux infections virales 
( (10) (11) ). 

Les effets biologiques des ligands AhR sont medies 
par le recepteur des arylhydrocarbures (AhR) , une 

20 proteine de 108 kDa, membre de la famille bHLH/PAS, qui 
est presente dans le cytosol des cellules de mammi feres, 
pratiquement dans tous les tissus (pour revue: (12) ) . 

Le complexe ligand/AhR est ensuite transports dans 
le noyau par association avec une protSine nucleaire, 

25 ARNT ou "AhR nuclear translocator" . Dans le noyau, ce 
complexe heteromerique regule 1» expression de certains 
genes en se liant a l'ADN au niveau de sequences 
definies, les elements de reponse a la dioxine (DRE) , ou 
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les elements de r€ponse xenobiotiques (XRE) , qui 
repondent a la sequence T/GNGCGTG . Ces elements sont 
localises dans les genes sensibles comme les cytochromes 
P-4 50 CYP1A1, CYP1A2 , CYP1B1, denommes genes de phase I. 

Ces proteines, en particulier CYP1A1 et CYP1B1, 
sont impliquees dans le metabolisme des HAHs, PAHs et des 
dioxines, souvent pour conduire a des composes plus 
cancerigenes . 

De plus 1' induction de CYPlAl/AHH entraine une 
augmentation de la production de radicaux libres oxygenes 
(ROS) qui provoquent la peroxydation des lipides, des 
lesions oxydatives de l'ADN et des tissus, et qui peuvent 
conduire a des phenomenes pathologiques de tSratogenese 
et carcinogenese (13) . 

Les ligands AhR induisent aussi les enzymes dits de 
phase II (glutathion-S-transf erase, aldehyde-3- 

dehydrogenase , NAD ( P ) H quinone reductase), qui sont 
responsables de la detoxification et de 1' excretion des 
molecules xenobiotiques. Cette induction semble avoir 
lieu par un mecanisme indirect mettant en jeu des 
elements de reponse aux anti-oxydants dans les genes 
concern6s . 

Ainsi les ligands AhR induisent une reponse 
transcriptionnelle complexe qui peut simultanement 
provoquer des effets pathologiques et concourir a 
1 1 elimination des toxiques. 
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Les inventeurs ont entrepris d' identifier de 
nouveaux ligands du recepteur AhR. Pour ce faire, ils ont 
transfecte de fagon stable une lignee de cellules de 
cancer du sein, T-47D, avec un gene rapporteur (la trans- 
5 acetylase du chloramphenicol, ou CAT) place sous le 
contr6le d'un Element de reponse k la dioxine ou DRE. La 
lignee T-47D est connue pour contenir un taux eleve de 
recepteur AhR (170 f emtomoles/mg proteines) . 

Une cinquantaine de molecules ont ete selectionnees 
10 sur la base de similitude structurale globale ou 
partielle avec la dioxine. Ces travaux ont montre la 
capacite de certains composes polyhydroxyles aromatiques 
a bloquer de maniere specifique la liaison des ligands 
AhR au recepteur AhR et 1' induction consecutive des 
15 enzymes de phase I par lesquels les AhR exercent leurs 
effets nocifs. 

La plupart des composes ne se sont reveles ni 
agonistes, ni antagonistes de la dioxine. Ceux presentant 
une activity agoniste, exepte la quercetine, §taient en 
20 revanche depourvus d ! activite antagoniste. 

On mesurera done I'interet des propriStes 
specif iquement antagonistes des composes polyhydroxyles 
evoques ci-dessus. 

Mettant a profit le mecanisme de competition pour 
25 la liaison au recepteur AhR entre ces composes et les 
ligands AhR, 1' invention a pour but de fournir des 
antagonistes de ce recepteur. 
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Elle vise egalement les applications de ces 
composes polyhydroxylSs , chez 1 1 homme et 1 ' animal , 
notamment dans les domaines therapeutiques, aliment aires 
et, de maniere generale, pour prevenir ou traiter les 
5 affections dues aux effets toxiques resultant d'une 
exposition aux ligands AhR. 

Les antagonistes des ligands du r£cepteur des 
arylhydrocarbures selon l 1 invention sont caracterises en 
ce qu'ils sont £labor§s & partir de stilbenes 
10 polyhydroxyles, monomeres ou polymeres, ou de leurs 
glycosides, ces composes etant sous forme rac^mique, ou 
d'isom£res geometriques . 

L ! 6tude de ces composes par les inventeurs a en 
effet montre qu ! ils sont capables d'inhiber les effets 
15 transcriptionnels des ligands AhR par un mecanisme de 
competition pour la liaison au recepteur AhR. 

On dispose ainsi de produits a effet anti-dioxine 
qui constituent done des agents anti -pollution. 

Dans un mode prefere de realisation de 1' invention, 
20 lesdits stilbenes sont trihydroxyles, et en particulier 
sont constituSs par les 3, 5, 4' - trihydroxystilbenes ou 
resveratrols, et notamment par le trans - resveratrol . 

Dans un autre mode de realisation de 1' invention, 
lesdits stilbenes sont tetrahydroxyles . Des composes 
25 avantageux comprennent le 3, 4, 3', 5- 
tetrahydroxystilbene ou piceatannol et le 2, 3 1 , 4, 5 ! - 
tetrahydroxystilbene ou oxyresveratrol . 
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Dans encore un autre mode de realisation de 
1' invention, lesdits stilbenes sont dihydroxyles et 
comprennent, avantageusement , les 4, 4 1 - dihydro- 
xystilbenes . 

5 Les glycosides des stilbenes polyhydroxyles sont 

avantageusement des glucosides, des galactosides, des 
lactosides, des mannosides, des fructosides ou des 
piceosides. Le residu sucre est sous forme monomere ou 
polymere . 

10 Des travaux anterieurs avaient porte sur 1 1 etude du 

role de polyphenols presents dans le vin, dont le 
resveratrol, dans divers processus pathologiques . 

Des activites anti-cyclooxygSnase, antioxydantes et 
anticancereuse ont ete evoquees, mais n'ont pas permis de 

15 deboucher sur 1 1 elaboration de formes galeniques 
permettant la mise au point de traitements efficaces. 

On mesurera alors 1 1 originalite de 1 ' invention 
basee sur la mise en evidence d ! un mecanisme completement 
nouveau pour ces derives, l 1 inhibition du r£cepteur AhR, 

20 et qui permet le developpement d • applications dans de 
nombreux domaines, et tout specialement dans un contexte 
polluant . 

Ainsi, l 1 etude des antagonistes de l f invention a 
montre qu ! ils sont capcLbles d'inhiber ex vivo et in vivo 
25 I 1 induction de genes par les ligands AhR et les 
pathologies qui lui sont liees. 

En particulier, ces antagonistes sont capables de 
bloquer 1 1 induction des enzymes de phase I par les 
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ligands et de manigre generale de proteger contre des 
effets transcriptionnels pathologiques lies a 
1 ! exposition a ces substances nocives. 

L 1 invention vise done leur utilisation pour la 
5 prevention et le traitement d' affections provoquees par 
1' exposition a des ligands AhR. 

A ce titre, 1' invention vise 1 'utilisation des 
antagonistes d§finis ci-dessus pour la fabrication de 
medicaments destines k la prevention et au traitement de 

10 pathologies induites ou favorisees (dans le sens d'une 
aggravation d'une maladie preexistante) par les 
arylhydrocarbures polycycliques et/ou halogenes dans un 
contexte d 1 exposition a ces polluants. 

Ces medicaments renferment le ou lesdits 

15 antagonistes en une quantite thSrapeutiquement efficace 
et permettant d'obtenir l'effet antagoniste recherche 
vis-a-vis du recepteur d 1 arylhydrocarbures, en 
association avec un vehicule ou excipient 
pharmaceutiquement acceptable. 

20 Dans 1 1 utilisation selon l 1 invention, les 

medicaments se presentent sous une forme pour 
1 • administration par voie orale, nasale, parenterale / 
topique . 

Les medicaments ainsi elabores se presentent sous 
25 des formes appropriees pour 1 'administration par voie 
orale, telles que gouttes, g€lules, sirop, sirop 
alcoolique, par voie nasale, telle que spray ou gouttes, 
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par voie parenterale, sous forme de solution dans un 
solvant approprie, ou encore par voie topique, telle que 
creme, pommade, shampooing ou lotion. Les vehicules ou 
excipients pharmaceutiquement acceptables utilises sont & 
5 base d'huiles admises & la pharmacopee, ou d'un alcool 
comme I'ethanol (de 10 % a 100 %) ou de DMSO. De 
maniere generale, il s'agit de solvants organiques non 
aqueux. On peut egalement avoir recours a une preparation 
lipidique telle que Intralipid R . 

10 On notera que lesdits stilbenes antagonistes sont 

solubles dans les excipients et/ou vehicules utilises 
pour 1 1 elaboration des medicaments. 

La posologie dans les differentes formes et pour 
1 1 application quotidienne, sera etablie, de maniere 

15 classique, selon le type d'effets a traiter. 

A titre d'exemple, on administrera lesdits 
medicaments k base desdits antagonistes a raison de 0,1 
mg a 5 g/jour # notamment de 20 mg a 200 mg/jour, en 
particulier de 10 k 100 mg/jour. 

20 D'une maniere avantageuse, les stilbenes 

polyhydroxyles utilises, selon l 1 invention, comme 
antagonistes, pr£sentent une grande innocuite et ne 
donnent pas lieu Sl des effets secondaires nocifs. 

Les medicaments 61abor6s cL partir de ces 

25 antagonistes sont utilisables dans diverses pathologies 
impliquant des ligands AhR, comme 1 1 atherogenSse, 
1 1 immunosuppression, le cancer, les infections virales 
telles que le SIDA, les allergies et maladies 
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dermatologiques associees a la dioxine et aux ligands AhR 
ainsi qu'& 1 1 osteoporose . 

Divers travaux ont montre le role joue par les 
ligands AhR dans ces pathologies. 

5 Ainsi, il a ete demontre que, dans le systdme 

cardiovasculaire, les ligands AhR peuvent presenter des 
proprietes atherogdnes par la perturbation des fonctions 
des cellules endoth§liales des vaisseaux sanguins. Les 
ligands AhR induisent CYPlAl/AHH dans les cellules 

10 endoth§liales de pore avec une DE 50 (dose induisant 50% 
du phenomene) de 180 nM pour le BaP et 0.015 nM pour la 
TCDD (17) , La stimulation de ces enzymes de phase I 
provoque une augmentation de la \ production de ROS (13) 
capable de provoquer des lesions membranaires dans les 

15 cellules endothelials et la peroxydation des lipides. 
Les LDL oxydees formees par ce mecanisme font l f objet 
d'une endocytose non regul§e par un recepteur membranaire 
dedie qui conduit a une hyperaccumulation dans les 
cellules endothelials et k la formation de cellules 

20 d ! aspect "mousse" (18) . 

Outre les ligands AhR, l'acide arachidonique et les 
eicosanoides vasoactifs sont aussi des substrats pour 
CYPlAl/AHH. II a §t§ propose que c ! est entre autres par 
la perturbation du metabolisme de I'acide arachidonique 

25 que les ligands AhR pourraient etre atherogenes (19) . 
Dans (2), les auteurs ont aussi montre que les ligands 
AhR peuvent leser les cellules endotheliales et modifier 
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leur permeabilite, ce qui pourrait conduire & une 
incorporation accrue de dechets des cholesterol - 
lipoproteines dans la paroi arterielle conduisant a la 
formation d'atherome. Dans le cas des PCBs, cet effet 
n'est observe qu'avec les congeneres qui lient AhR et 
induisent CYP1A1. De plus, ces memes PCBs augmentent le 
stress oxydatif et la peroxydation des lipides dans les 
cellules endotheliales en culture, phenomene qui a ete 
correli dans le temps avec I 1 induction de CYP1A1 et qui 
pourrait etre le mecanisme des lesions cellulaires. 

On a egalement rapporte que les ligands AhR, comme 
la dioxine, sont de puissant s immunosuppresseurs (6) et 
sont tumorigenes chez les rongeurs. A la suite de 
1 'immunosuppression par les ligands AhR, on observe une 
diminution de la resistance aux agents infect ieux (11) . 
Les ligands AhR peuvent induire 1 1 immunosuppression par 
de nombreux m6canismes: (2 0) a (28) . 

Le role des ligands AhR dans 1 ' immunosuppression est 
soutenu par la presence du recepteur AhR, de ARNT ainsi 
que du gene inductible CYP1A1/AHH dans les lymphocytes 
(23) . 

Les ligands AhR sont Egalement connus pour stimuler 
la replication des virus (29) . II est generalement admis 
que 1' activation des virus VIH-1 latents par les ligands 
AhR est un phenomene important dans la progression du 
syndrome humain d' immunodef icience acquise (SIDA) (29) et 
(10) . Les ligands AhR activent 1' expression du VIH-1 par 
1' induction de CYP 1A1 ainsi que par 1' activation du 
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facteur NF-kappa B (29) et (10) . Les genes de ces deux 
proteines contiennent des sites DRE mediant 1' activation 
du gene par le recepteur AhR, de meme que le promoteur 
present dans le LTR (long terminal repeat) du virus VIH. 
5 De plus, les deux voies de penetration du VIH dans les 
lymphocytes, les proteines membranaires CXCR4 et CD4 
contiennent aussi des DRE dans les promoteurs de leurs 
genes (voir tableau 2 dans les exemples) . 

Les ligands AhR sont egalement responsables 

10 d' allergies et de maladies dermatologiques , Les 
hydrocarbures et la dioxine presents dans la fum§e 
d 1 echappement de moteur diesel augmentent la production 
d'IgE par les lymphocytes B (30), ce qui contribue au 
developpement d' affections allergiques de la peau et des 

15 voies respiratoires . De plus, le gene de 

I ■ immunoglobuline E contient un DRE (tableau 2). La 
surproduction d'IgE est un trait caracteristique des 
phenomenes d'allergie. 

Les ligands AhR sont de puissants inducteurs de la 
20 chloracne. Dans tous les accidents industriels ou ces 
composes ont §te impliquSs, (RFA, 1953; USA, 1964; Japon, 
1968; Italie, 1976; Chine, 1977-79), la chloracne fut 
consid§ree comme le symptome specif ique majeur de 

I I intoxication (7) et fut observee chez la majorite des 
25 personnes exposees. Cette eruption acn€iforme s' observe a 

la suite d'une alteration des processus de 
dif ferenciation des cellules basales des glandes sebac^es 
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et des keratinocytes (31) . Ces cellules expriment des 
taux croissants du r6cepteur AhR durant leur 
dif ferenciation (32) . De plus, les ligands AhR eux-meme 
augmentent la dif f 6renciation terminale des keratinocytes 
5 (31) • Les ligands Ahr doivent alors induire des 
modifications cutanees specifiques en activant le 
recepteur AhR, ce qui conduit a la modification de 
l 1 expression des genes sensibles dans la peau. 
Enfin, de nombreuses donnees epid£miologiques montrent 

10 que le tabagisme est un facteur de risque de 
1' osteoporose chez l'homme comme chez la femme et (33) . 
Ceci est confirme par la relation proportionnelle 
quantitative qui existe entre le tabagisme et la 
diminution de la densite osseuse (34), 35 et (36) et par 

15 la correlation entre tabagisme et risques de fractures 
(34), (37). Les ligands AhR presents dans le tabac 
pourraient exercer un effet negatif sur l'os de trois 
manieres: 1) effet anti-estrogenique direct (voir (3 8) 
pour revue); 2)effet toxique direct sur l'os puisque le 

20 tissu osseux contient des recepteurs AhR (3 9) ; 3) effet 
toxique direct sur la fonction ovarienne: Les femmes qui 
fument font une menopause plus precoce de 1 k 4 ans que 
que celle ne fumant pas. Des experiences sur animaux 
demontrent un effect toxique direct du benzo (a) pyrene et 

25 des autres ligands AhR sur les oocytes. 

De plus, la presence constante de sites DRE dans 
les genes impliques dans 1' inflammation tels que IgE, 
cytokines, chemokines, leurs recepteurs ainsi que la NO 
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synthase induct ible, suggere un role du recepteur AhR et 
de ses ligands dans les pathologies inf lammatoires 
provoquees par une production excessive d'IgE et/ou 
d'oxyde nitreux NO par les cellules mononucleates 
5 infiltrees dans les tissus a la suite de la secretion de 
chemokines chimio-attractives par ces tissus. On peut 
citer par exemple les dermatites atopiques, l'arthrite 
rhumatoide, les maladies neurodegeneratives (sclerose en 
plaque, sclerose amyotrophique) , diabete, et avortements 

10 a repetition. 

La presence de DRE dans les genes des chemokines 
et/ou de leurs recepteurs renforce le lien entre ligands 
AhR, inflammation et etats febriles. La fievre est 
provoqu£e par 1' interaction de pyrogenes bacteriens ou 

15 viraux avec les cellules immunocompetentes conduisant a 
la secretion d'une cascade de cytokines. Les cytokines 
dont 1' association avec les etats febriles a ete 
demontree sont le TNF-a, IL-1, IL-6, IL-8 et le 
Macrophage Inflammatory Peptide ( MIP-1) . En outre, la 

20 fievre periodique de la malaria semble etre mediee par la 
secretion de TNF et de MIP-1 sous le controle de 
l'hemozoine. Le tableau 4 montre que les genes codant 
pour les recepteurs de IL-1, IL-8 et RANTES/MIP-1 
contiennent tous des DRE dans leur regions promotrices. 

25 Les preparations pharmaceutiques de 1" invention 
pourraient alors jouer un r6le moderateur au cours des 
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fievres induites par 1' interaction de ces cytokines avec 
leurs recepteurs . 

En dernier lieu, la presence de sites DRE dans la 
sequence codante de la proteine PrP (ou prion de la 
maladie de Creutzf eld- Jacob) chez l'huniain coirane chez les 
bovins et dans le promoteur du gene de la preseniline 
(maladie d' Alzheimer) suggere que les ligands AhR 
puissent induire ou aggraver ces maladies 
neurodegeneratives. En contrepartie, ces maladies 
pourraient etre ameliorees par administration de 
medicaments selon 1' invention. 

L ' invention vise done 1 'utilisation desdits 
antagonistes pour la fabrication de medicaments anti- 
viraux pour prevenir ou reduire les troubles associes aux 
infections virales induites ou favorisees par les ligands 
AhR, comme le rhume ou la grippe, ou pour traiter les 
polyposes nasales, pour traiter 1' activation des 
infections virales latentes par les ligands AhR, telle 
que le SIDA induit par VIH. 

L 1 invention vise egalement leur utilisation pour la 
prevention de 1 ' encephalite spongiforme causee par la 
proteine PrP (prion) chez l'humain et les bovins. 

L' invention vise encore leur utilisation pour la 
prevention de 1' osteoporose chez la femme a tous les ages 
de la vie et en particulier en post -menopause et chez la 
femme Sg§e . 

Elle vise en outre leur utilisation pour le 
traitement des Stats inf lammatoires causes par la 
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production excessive d'oxyde nitreux et/ou d'IgE, 
notamment de dermatites atopiques, arthrite rhumatolde, 
osteo-arthrite, les maladies neurodegeneratives (sclerose 
en plaques, sclerose amyotrophique) et diabdte. 

L 1 invention est egalement appropriee pour la 
fabrication de medicaments pour le traitement de 
dermatites, acne, lesions d'hyperkeratose, eczema, ainsi 
que pour le vieillissement de la peau et les rides. 

L' utilisation desdits antagonistes pour la 
fabrication de medicaments anti-viraux pour reduire les 
etats febriles associes aux maladies inf ectieuses , 
virales et parasitaires entre egalement dans le champ de 
1 1 invention, 

De meme 1' invention concerne 1 'utilisation de ces 
antagonistes pour la fabrication de medicaments pour le 
traitement des pathologies gynecologiques et 
endocriniennes telles que 1 1 endometriose, les fibromes 
(leiomyomes) , la pre-eclampsie et les avortements a 
repetition. 

L ! invention a egalement pour objet 1 'utilisation 
desdits antagonistes pour la fabrication de medicaments 
pour la prevention et le traitement de la maladie 
d' Alzheimer . 

Les effets inhibiteurs desdits stilbenes vis-a-vis 
des ligands AhR sont egalement avantageusement mis a 
profit en dietetique. 



4 
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L 1 invention vise egalement 1 1 utilisation des 
antagonistes definis ci-dessus conune additifs 
alimentaires . 

Elle vise ainsi des aliments caracterises en ce 
5 qu'ils renferment au moins un antagoniste tel que defini 
ci-dessus en une quantite lui permettant d ! exercer un 
effet inhibiteur vis-a-vis de ligands AhR, de maniere a 
prevenir leurs effets nocifs. Ces aliments sont destines 
a l'adulte ou d. 1' enfant. 
10 Ces additifs sont incorpores dans 1 ' alimentation, 

par exemple dans le lait en poudre, les preparations 
liquides ou solides (cereales) ou les aliments en 
conserve 

L 1 incorporation peut Stre realisee durant 
15 1 1 elaboration des aliments ou lors de leur 
conditionnement, ou en utilisant des preparations avec 
les antagonistes deja formulees, permettant d'effectuer 
la supplementation desiree. 

Les antagonistes utilises selon 1' invention sont 
20 particulidrement appropries pour une supplementation 
dietetique de 1 1 alimentation des enfants en bas age 
nouveaux nes, nourrissons et tres jeunes enfants dans un 
contexte d 1 exposition aux polluants aryhydrocarbures 
polycycliques et /ou halogenes. 
25 La dose utilisee sera reduite par rapport k celle 

retenue pour un adulte, en tenant compte du poids de 
1 ! enfant et de son alimentation, de maniere h obtenir une 
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concentration plasmatique efficace (de l'ordre du 
micromolaire) . 

Les antagonistes de 1 1 invention presentent 
egalement un grand interet pour lutter contre les effets 
5 du tabagisme, qui correspond a une exposition chronique 
aux ligands AhR. 

Les ligands AhR sont presents dans la fumee de cigarette, 
en particulier des polychloro-dibenzo-p-dioxines (PCDD) , 
dont la dioxine (TCDD) , et des PAHs, dont le 

10 benzo (a)pyrene (BaP) . La sorame de tous ces produits est 
equivalente a 4,3 pg/kg de poids corporel pour 2 0 
cigarettes par jour. Chez le grand fumeur, la charge peut 
aller jusqu'a 0,05 mg/kg. Tous ces composes presents dans 
la fumee de cigarette sont capables d'induire 

15 I 1 expression de CYP1A1/AHH dans les poumons (4), le 
placenta, les reins (41) , les ovaires et les cellules 
endotheliales des vaisseaux sanguins. L' induction de 
CYP1A1/AHH et des autres enzymes de la phase I conduit a 
la production de ROS qui provoquent des lesions 

20 oxydatives sur 1 'ADN (43) . La metabolisation des 
hydrocarbures polyaromatiques par CYP1A1/AHH r£sulte en 
outre en la production d 1 intermediates carcinog&nes tres 
r§actifs (43) qui se lient k 1 1 ADN pour former des 
adducts covalents. 

25 Le tabagisme a ete mis en cause directement dans 

1" occurrence d'au moins huit types differents de cancers 
humains dans le poumon, la vessie, le tractus intestinal, 
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et les lymphocytes (pour revue, voir (44)). Les ligands 
AhR ont ete impliques dans la genese du cancer du poumon, 
par 1 1 identification d ! un polymorphisme genetique de 
CYP1A1. En outre, le tabagisme est une cause directe de 
1» ischemie cardiaque, la principale cause de mortalite 
dans le monde occidental (44) . II existe aussi des 
donnees €pidemiologiques qui relient le tabagisme a 
1' acceleration du SIDA (10) ainsi qu'a 1 ' osteoporose 

(33), (34), (35). 

On met a profit les proprietes avantageuses des 
antagonistes de l 1 invention en les utilisant pour 
impregner les filtres de cigarette, afin de delivrer une 
dose d f antagoniste proportionnelle a la concentration de 
toxiques absorbee avec la fumee, et conduisant a une 
15 concentration sanguine permettant de bloquer 1' induction 
de CYDP1A1 et des autres enzymes de phase I au niveau des 
organes en contact avec les arylhydrocarbures (voies 
respiratoires, poumon, rein, vessie) . 

Les stilb&nes polyhydroxyles utilises selon 
1' invention sont obtenus par extraction h partir de 
vegetaux, notamment en ce qui concerne les glycosides, ou 
par voie de synthase. Les isomeres geometriques, 
lorsqu'ils existent sont separes selon les techniques 
classiques . 

D 1 autres caract§ristiques et avantages de 
1' invention sont donnes dans les exemples qui suivent qui 
se rapportent, a titre illustratif, au trans -resveratrol, 
qui sera appele Resveratrol. 



20 
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Dans ces exemples, les figures 1 a 7 representent : 

- les figures 1A et IB, les courbes d 1 induction 
(nombre de fois) d'un gene rapporteur place sous le 
controle d'un element de reponse & la dioxine, transfecte 

5 dans la lignee T-47 D, en fonction de la concentration en 
TCDD, en presence de TCDD seule ou de TCDD+ Resveratrol 

(IA) , et d'inhibition de l 1 'induction par TCDD (en %) de 
ce gdne en fonction de la concentration en Resveratrol, 

(IB) , 

10 - la figure 2, 1' inhibition par le Resveratrol de 

1' induction de CYplAl par TCDD dans les cellules T-47D, 

- la figure 3, les courbes de competition de liaison 
au recepteur AhR entre TCDD, ocNF, le Resveratrol, 
1* indole- 3 -carbinol, dans le cytosol de foie de lapin, 

15 - la figure 4, l'activite estrogenique de 

l'oestradiol compare II celle du Resveratrol, a 
diffSrentes concentrations, sur un gene rapporteur 
oestrogeno-dependant transfecte de fagon transitoire dans 
les cellules T-47D, 

20 - la figure 5, la regulation de l'activite NAD ( P ) H 

quinone reductase par TCDD et ses antagonistes dans les 
cellules T-47D, 

- la figure 6 # la repression de 1' induction du 
promoteur du LTR de VIH ( VIH - LTR - CAT ) par TCDD dans les 

25 cellules T-47D, et 
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- la figure 7, 1' inhibition de 1' induction in 
vivo de Cyp 1A1 chez le rat par 1 ■ association benzo [a] 
pyrene/DMBA. 

. Inhibition de l 1 induction de la transcription des 
5 enzymes de phase I par les ligands AhR. 

On transfecte de maniSre stable la lignee T-47D de 
cellules de cancer du sein avec un gdne rapporteur, la 
trans -acetylase du chloramphenicol, CAT en abrSge, place 
sous le controle d'un element de reponse a la dioxine. 
10 On rapporte sur la figure 1A, en fonction de la 

concentration en TCDD (-log M) (nombre de f ois) , 
1' induction de CAT en presence de TCDD seule (courbe B ) 
et de TCDD avec 1(T 6 M de Resveratrol (courbe ) . 

L'examen des resultats obtenus montre l ! effet 
15 inhibiteur de Resveratrol vis-a-vis de 1 ! induction de la 
transcription des enzymes de phase I par TCDD. 

La figure IB donne 1' inhibition par le Resveratrol 
de 1' induction en % de CAT en fonction de la 
concentration en TCDD (-log M) . On constate que 
20 1' inhibition observee est dose - dependant e. 

. Inhibition de 1 ! induction de la proline CyplAl 
par la dioxine . 

On mesure 1' expression de la proteine CYP1A1 in 
vivo en reponse k une concentration efficace de TCDD (10" 
25 10 M) , en presence ou en 1' absence de Resveratrol. 

Les cellules T-47D sont cultivSes dans le DMEM 
additionne de 10 % de serum de veau foetal et traitees 
48h par l'ethanol seul (temoin) , 10" 10 M dioxine (TCDD), 
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10" 6 M Resveratrol (ResV) , une combinaison de dioxine et 
Resveratrol (TCDD + ResV) , 10' 6 M a-naphthof lavone (a-NF) 
ou une combinaison de dioxine et a-naphthof lavone (TCDD + 
a-NF) . Les cellules sont collectees et lavees dans le 

5 PBS, puis lysSes par fusion- congelation r§petee en 
conditions isotoniques. 75 fig de proteines sont analysees 
par electrophorese en gel de polyacrylamide en conditions 
denaturantes . Le gel est transfere sur une membrane de 
nylon. La membrane est satur^e avec 5 % de lait ecreme et 

10 incubee avec un anticorps polyclonal de lapin (Daiichi 
Pure Chemicals Co, Japan) contre CyplAl. Les 
immuncomplexes sont detectes par chimioluminescence avec 
le kit Renaissance (DuPont) . 

La figure 2 correspond a la photo du Western blot. 
15 La fleche montre la bande specif ique de CyplAl, les 
asterisques signalent des bandes non-specif iques . 

On observe que le Resveratrol a une concentration 
de 10" 6 M inhibe 1' induction de la proteine CYP1A1 
d' environ 60%. 

20 L'effet inhibiteur du Resveratrol est legerement 

inferieur & celui de 1 ' antagoniste classique de la 
dioxine , 1 ' alpha- 7 , 8-benzof lavone (ou a-naphthof lavone; 
aNF) . En revanche, ce dernier compose, h la difference du 
Resveratrol, pr§sente des effets agonistes autant 

25 qu' antagonistes k la concentration de 10" 5 M alors que le 
resveratrol est un pur antagoniste. 
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Ces resultats confirment que le Resveratrol est 
capable de bloquer 1 ■ induction de genes sensibles aux 
ligands AhR, tels que CYP1A1/AHH et les autres enzymes de 
phase I . 

. Etude de l'activite antagoniste du Resveratrol 

On a mesure la capacite du Resveratrol de deplacer 
la dioxine radioactive (dioxine [2,6, di 3 H] , 28 Ci/mmole, 
Terrachem, Kansas, USA) de son recepteur en comparaison 
avec d' autres ligands tels que l'a-NF ou l'indole-3- 
carbinol. On a utilise un cytosol de foie de lapin pour 
ces etudes de competition, car le lapin possede un 
recepteur AhR dont l'af finite est identique a celle du 
recepteur humain, a la difference du recepteur de souris. 

On rapporte sur la figure 3 le % de liaison 
specifique au recepteur AhR en fonction de la 
concentration (M) en dioxine marquee au tritium ( B ) , 
en presence de concentrations croissantes de a- 
naphtoflavone (o) , de Resveratrol ( ft ), et d'indole-3- 
carbinol ( C) . 

On observe que dans ce modele, la dioxine et l'a- 
NF deplacent la dioxine marquee de son recepteur avec un 
Kd apparent de 3.10" 9 M. Le Resveratrol deplace aussi la 
dioxine, bien qu'avec une affinite plus faible (6.10" 6 M). 
Le Resveratrol montre une affinite plus forte que 1' autre 
ligand naturel, 1 ' indole-3-carbinol . Ces resultats 
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demontrent que le Resveratrol exerce ses effets 
antagonistes par competition pour le r§cepteur AhR. 
. Etude d 1 effets de type steroidien 

On a transfecte de fagon transitoire les cellules 
T-47D avec differentes constructions CAT sous controle de 
1' element de reponse a 1' estradiol (ERE) du gene de la 
vitellogenine ou celui, plus faible, du gene du recepteur 
de la progesterone, ainsi que des elements de reponse a 
la progesterone (PRE) et aux androgenes (ARE) du virus 
murin MMTV et d'un element de reponse & la vitamine D 
(VDRE) synthStique. 

La figure 4 donne l 1 induction de CAT pour 
l'oestradiol (E2) 10~ 10 M, le Resveratrol (ResV) 10" 7 M, 
5 x 10" 7 M, 10" 6 M ; 5 x 1(T 6 M # 10" 5 M et 5 x 10~ 5 M. 

Le Resveratrol n'a exerce aucun effet sur les PRE, 
ARE ou VDRE. Le Resveratrol a presente un faible effet 
estrogenique sur l'ERE du gene de la vitellogenine, 
6quivalent a 1/500.000 erne de 1' effet de 1' estradiol. La 
courbe dose-reponse montre qu'on observe a partir de 10" 5 
M de Resveratrol un effet equivalent au l/5eme de celui 
de 10" 10 M d' estradiol. Cette concentration d' estradiol 
est celle retrouvee dans le sang des humains de sexe 
masculin. 

Regulation de I 1 activity NAD ( P ) H quinone 
reductase par la dioxine et ses antagonistes dans les 
cellules T-47D. 
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Les cellules T-47D ont 6te cultivees pendant 72 h en 
l'absence (ctl) ou en presence de dioxine 10" 9 M (TCDD) , 
Resveratrol 10** 6 M (Res) , a-naphthof lavone 10" 6 M (a- 
NF) , isolement ou selon les combinaisons indiquees. 
L'activite NQOR correspondante exprimee en nanomoles de 
cytochrome c reduit, par mg de proteines, par min, est 
donnee sur la figure 5. 

II est interessant de noter que ni le Resveratrol 
ni l'a-NF ne repriment 1' induction indirecte des enzymes 
de phase II provoquee par la dioxine ou la NAD (P) H 
quinone reductase. Cet effet benefique est ainsi 
conserve . 

Des resultats similaires sont obtenus pour la GST- 

Ya. 

. Etude de l 1 inhibition par le Resveratrol de 
1' induct ion d'autres genes par les ligands AhR. 

On a recherche, dans les banques de donnees EMBL et 
GENBANK, les genes humains contenant des DRE dans leurs 
regions promotrices, en utilisant les consensus T/GNGCGTG 
dans les deux orientations possibles. En dehors des genes 
des enzymes de phase I, on a decouvert une population 
restreinte de genes contenant un ou plusieurs DRE et done 
susceptibles d'etre regules par les ligands AhR et le 
Resveratrol . 

Ces genes sont presentes dans les tableaux 1, 2 et 
3 en fonction de leur association & des mecanismes 
physiologiques ou des itats pathologiques distincts. 
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Le tableau 1 montre les genes impliques dans les 
regulations hormonales, le metabolisme des lipides, les 
maladies genetiques ou degeneratives, les cancers. 

Le tableau 2 montre les genes des cytokines et de 
leurs recepteurs qui sont impliques dans le 
chimiotactisme et 1' inflammation. 

Le tableau 3 montre les virus et certaines 
proteines cellulaires qui interagissent avec eux. 
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GENES 


Numero d' 


SITES 


LOCALISATION 


COMMENT AIRE 




ACCESSION 


(Nbre) 







Recepteur des 


U10430 


8 


promoteur 

* 




Glucocorticoides 




















NOS inductible 


X97821 


4 


promoteur 




NOS endothelial 


U24214 


1 


promoteur 




Cvclooxv^enase 2 


U20548 


1 


promoteur 




PG H Synthase 


U44805 


1 


promoteur 




PG endooeroxide synthase 


M31812 


1 


promoteur 




5-Lino5cvtfenase 


M38191 


5 


nromoteur cds 




1 5<-lir)oxv{?enase 


U63384 


1 


promoteur 




PhosDholiDase A2 


U11239 


2 


promoteur 




Thromboxane A2 receDteur 


D 15054 


1 


promoteur 














ru\jr cndine /\ 




9 


nrnrnnfpi ir 

LH Ul UUlCUi 




IGF-1 recepteur 


M69229 


6 


promoteur 




VEGF recent eur 


D64016 


2 


promoteur 




(""rAnps imnliflues en 










naf hnlnoip hiimaine 










Proteine APC 


UCP509 


2 


nromoteur cds 


polypes du colon 


Proteine APC 


D13981 

XJ JL J yyj 1 


1 
1 


exon 


specifique du 








supplemental 


cerveau 


Proteine APC 


D13980 


1 


5'UTR 


multiple variants 


Prion Humain 


D00015 


2 


cds 




[Prion bovin] 


D26150 


1 


intron 1 


gene bovin 


Ob (leptine) 


U43589 


2 


promoteur 


obesite 


preseniline 


L76518 


1 


promoteur 


Alzheimer 


GADDpl53 


S40707 


2 


promoteur 


lesions de l'ADN 


Oncogenes 










WT lb 


S77896 


1 


promoteur 


Tumeurs de Wilm 


WNT-5A 


U39837 


3 


promoteur 




PCNA 


J05614 


1 


promoteur 




p53 


J04238 


17 


complete gene 


apoptose et cycle 










cellulaire 


p53 


J04238 


1 


promoteur 




c-Ha-Ras 


MI3221 


1 


promoteur 




c-jun 


U60581 i 


3 


promoteur 




c-myc p64 


Ml 3930 


4 


promoteur 




c-raf 


M38134 


2 


promoteur 




ATF3 


U37542 


2 


promoteur 





Tableau 1 : Genes humains contenant des ORE dans leur sequences regulatrices. Le gene du 
Prion bovin est aussi mentionne. Cds: sequence codante. UTR: region non traduite. 
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GENES 


Numero d' 
ACCESSION 


LOCALISATION 


SITES 
(Nbre) 


COMMENT AIRE 



Interleukines, Chemokines 










TNF 


E01052 


cds 


1 




IL7 


M29048 


promoteur 


1 




IL 10 


X73536 


promoteur 


1 




IL1-RA 


U65590 


gene (introns) 


4 




RANTES 


S6488i 


promoteur 


1 




LIGHT 


AF03581 


cds 


1 


tnf-like 


LIT 


AF033854 


cds 


1 




CD40 ligand 


D31793 


promoteur 


1 


gp39 tnf-like 


SCM 1 alpha 


D63790 


cds 


2 




MDC 


U83171 


cds 


1 




Eotaxine 


U46572 


cds 


1 


chemokine 


STCP-1 


U82992 


cds 


2 


T-cell chemokine 


Netrine-2 like 


U86758 


cds 


16 




Recepteurs 










EL-1 recepteur 1 


AF054830 


cds 


1 




IL-1 recepteur 2 


X59770 


cds 


1 




EL -2 recepteur a 


U57613 


promoteur 


3 




IL-2 recepteur b 


X53093 


promoteur 


1 




IL-8 recepteur a 


U11870 


promoteur 


3 




IL-8 recepteur b 


U11866 


promoteur 


1 




EL 10 recepteur 


U00672 


cds 


1 




CXCR4 


AF005058 


promoteur, cds 


9 


HTV co-recepteur 


DARC 


Y14873 


5'UTR 


3 




CCR6 


U45984 


cds 


1 




TNF recepteur p75/80 


U53483, 


promoteur, 


0 






S63j68 


cds 






RANTES/MIP1 recepteur 


T 1 AA 1 O 

L10918 


COS 


I 




DR3 


AF026070 


cds 


1 
1 


tnf-like recepteur 


decoy recepteur 2 


ArU297ol 


■tit rrp 
D U1K 


1 
1 


uii-UKc reccpicur 


interferon y recepteur 2 


UOO 


promoteur 


•5 
J 




1 VEGF recepteur 


D64016 


promoteur 


I 




Proteines d'Adhesion 










connexine 32 


L47127 


5»UTR 


1 




connexine43 


U64573 


promoteur,cds 


3 




ICAM (CD54) 


M65001 


promoteur. cds 


4 




Genes en relation. 










IgE 


M55420 


cds 


2 


region variable 


IgE 


S71428 


cds 


4 


isoforme 


CD23 p45 


X06049 


promoteur 


1 


IgE recepteur 


NF-IL3 


S79880 


cds 


1 




NF Kappa B p65 


L01459 


promoteur 


2 




NF Kappa B p50 


S57H3 


promoteur 


1 




I kappa B alpha 


U08468 


promoteur 


2 




RANKL 


AF0I90047 


cds 


1 





Tableau 2: Genes associes au chimiotactisme et a rinflammation et contenant des DRE dans 
leur regions regulatrices. Cds: sequence codante. UTR: region non traduite. 
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VIRUS HUMAINS 
et genes associes 


Numero d 1 
ACCESSION 


LOCALISATION 


SITES 
(Nbre) 


COMMENT AIRE 



Cytomegalovirus EE- 1 


M64941 


promoteur 


l 




HTLV-l 


S76263 


5'LTR 


1 




HTLV-1 


S76263 


gene TAX 


l 




HTLV-4 


X06392 


5'LTR 


2 




HIV 1 isolat BRU (LAV- 


K02013 


3'LTR 


l 


present dans tous les 


1) 








isolats 


fflV2 


U22047 


genome 


2 




HTV2 EHO 


U27200 


genome 


l 




CD4 


U01066 


promoteur 


l 


HIV recepteur 


CD4 


S79267 


cds 


2 


HIV recepteur 


CXCR4 


AP005058 


promoteur, cds 


9 


HIV co-recepteur 


Papilloma Virus (HPV) 


X52061 


genome lcr 


l 


"long control region 


HPV 1 1 


J04351 


genome 


2 




HPV 16 


M33616 


genome 


l 


region 3' 


HPV 25 


D50264 


promoteur 


1 


gene bo 


HPV 33, 47, 58 59 




genome 






Poliovirus 1 


X70509 


5'UTR 


1 




Rhino virus IB 


D00239 


genome 


2 




Rhinovirus 2, 14, 89 




genome 






Herpes virus HSV1 


U18080 


genome 


1 


IE transactivateur 


Herpes virus HSV1 


M13885 


genome 


1 


segment "a" 


Hepatite A virus 


K02990 


genome 


1 




Hepatite B virus 


X98077 


genome 


1 




Hepatite C virus 


JJJUol J 


genome 


A 
H 




Adenovirus type 2 


J01917 


genome 


21 




Adenovirus type 12 


J01910 


genome 


1 


TR droit 


Adenovirus type 12 


X14757 


promoteur 


1 


gene El A 


Adenovirus type 19A 


X95259 


early region 3 


1 


proteine liant les j 










complexes HLA 


Adenovirus type 41 


Ml 8289 


genome 


1 


ElAsene 


Virus syncitial respiratoire 


M17212 


cds 


1 


proteine d'ancrage 


Influenza virus, 




genome: sites 




ProteinesMl, M2 


tous sous-types. 




multiple dans 




matrix, 






divers genes 




hemagglutinine, 










neuraminidase, 










ARN polymerase 



Tableau 3: Genomes viraux ou genes contenant des DRE's. UTR: region non traduite. LTR: 
longue region repetee terminale. IE: genes ^expression immediate precoce. Cds: sequence 
codante. TR: sequence repetee terminale 
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Pour tester cette hypothese, selon laquelle les 
genes possedant des DRE dans leur promoteur seraient 

5 ' generalement sensibles aux ligands AhR et que cet effet 
pourrait etre inhibS par le Resveratrol, on a choisi 
comme modele representatif le promoteur de la sequence 
repetee (LTR) de VIH-1, qui contient un DRE typique. On a 
transfecte les cellules T-47D avec une construction CAT 

10 contenant ce promoteur (-4S2/ + 77) . Les cellules ont 
ensuite ete trait£es par la dioxine (10" 9 M) ou le 
Resveratrol (10~ 6 M) , seuls ou en association (p = 0,01). 

La dioxine a induit le promoteur de VIH par un 
facteur de 3 et cette induction a ete totaleraent 

15 supprimee par le Resveratrol. 

Ces resultats demontrent done que des concentrations de 
Resveratrol, de l'ordre de celles utilisables en 
therapeutique humaine, sont capables de bloquer 
1' induction des enzymes de phase I et du promoteur du VIH 

20 par les ligands AhR- De la meme maniere, le Resveratrol 
s'avdre capable de proteger contre d'autres effets 
transcriptionels pathologiques lies a 1" exposition a ces 
substances nocives. 

. Etude du Resveratrol en tant qu T antacroniste des 

25 ligands AhR in vivo. 
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Des rats Sprague-Dawley femelle ont et§ trait§s par 
une corabinaison de Benzol [a]pyr§ne et de DMBA 
(dimethylbenzanthracene) , deux ligands AhR presents dans 
la fumee de cigarette. Des experiences preliminaires ont 

5 montre que cyp 1A1 etait induit a partir de 1 mg/kg des 
deux ligands administres ensemble. Ce traitement a 
ensuite ete r^pete en presence ou absence de resveratrol 
a doses croissantes (1 et 5 mg/kg) . Les animaux ont ete 
sacrifies et les organes prelev§s. Des extraits 

10 cellulaires totaux ont ete prepares et analyses par 
immunoblot pour detecter !■ expression de cyp 1A1 dans ces 
tissus . 

Les resultats obtenus sont rapportSs sur la figure 7 
oil les lignes 1 a 7 correspondent respect ivement & : 

15 Ligne 1 : 1 mg/kg BaP/DMBA 

Ligne 2 : 1 mg/kg BaP/DMBA plus 1 mg/kg resveratrol 
Ligne 3 : 1 mg/kg BaP/DMBA plus 5 mg/kg resveratrol 
Ligne 4 : 5 mg/kg resveratrol 
Ligne 5 : vehicule seul (huile d' olive) 

20 Chaque ligne contient 30 pig (poumon) ou 60 fig (rein) de 
proteines . 

Comme le montre la figure 7, 1 1 association 
BaP/DMBA provoque 1 ! expression de cyp 1A1 dans le poumon 
et le rein. Cette induction est totalement supprimSe par 
25 le resveratrol, dans les conditions de concentration 
§gale des substances, montrant que le resveratrol est 
plus actif in vivo que ex vivo, oH un exces de 5000 fois 
est necessaire pour observer 1 1 inhibition. Cette 
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observation est en faveur d'une metabolisation du 
resveratrol en un compose plus actif dans 1" animal, le 
resveratrol agissant ainsi comme une "pro-drogue" . 
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RE VEND I CAT I ONS 



1/ Antagonistes de ligands du recepteur 
d'arylhydrocarbures, caract6rises en ce qu'ils sont 
elabor§s i partir de stilbenes poly hydroxy les, monomeres 
ou polymeres ou des glycosides correspondants , ces 
composes etant sous forme racemique, ou d'isomSres 
geometriques . 

2/ Antagonistes selon la revendications 1, 
caracterises en ce que lesdits stilbdnes sont 
trihydroxyles, et en particulier sont const itues par les 
3, 5, 4 ' -trihydroxystilbdne cis et trans ou resvSratrols, 
et notamment par le trans resveratrol. 

3/ Antagonistes selon la revendication 1, 
caracterises en ce que lesdits stilbenes sont 
tetrahydroxyles et en particulier comprennent les 3, 4, 
3«, 5-tetrahydroxystilbenes ou picSatannols, et les 2, 
3 1 , 4 , 5 1 -tetrahydroxystilbenes ou oxyresveratrols . 

4/ Antagonistes selon la revendication 1, 
caracterises en ce que lesdits stilbenes sont 
dihydroxylSs et comprennent les 4, 4 1 -dihydroxystilbenes . 

5/ Antagonistes selon l'une quelconque des 
revendications precedentes, caracterises en ce que 
lesdits glycosides sont des glucosides, des galactosides, 
des mannosides. 
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6/ Utilisation des antagonistes selon l'une 
quelconque des revendications 1 a 5, pour la prevention 
ou le traitement d' affections provoqu^es par l 1 exposition 
a des ligands arylhydrocarbures . 

7/ Utilisation des antagonistes selon l'une 
quelconque des revendications 1 a 5, pour la fabrication 
de medicaments destines a la prevention et au traitement 
de pathologies induites ou favorisees par les 
arylhydrocarbures polycycliques et/ou halogenes dans un 
contexte d' exposition & ces polluants. 

8/ Utilisation selon la revendication 7, 
caracterisee en ce que lesdits medicaments se presentent 
sous une forme pour 1 1 administration par voie orale, 
nasale, parenterale ou topique. 

9/ Utilisation selon la revendication 8, 
caracterisee en ce que lesdits medicaments se presentent 
sous forme de gelule, gouttes, sirop, sirop alcoolique, 
pour une administration par voie orale, de spray ou 
gouttes pour une administration par voie nasale, de 
solution pour une administration par voie parenterale et 
de creme, pommade, ou shampooing ou de lotion pour une 
application par voie topique, le vehicule comprenant une 
huile ou un alcool pharmaceutiquement acceptable, 

10/ Utilisation selon l'une quelconque des 
revendications 7 a 9, caracterisee en ce que lesdits 
medicaments sont administres a raison de 0,1 mg a 5 
g/jour # notamment de 20 §l 200 mg/jour, et en particulier 
de 10 a 100 mg/jour. 
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11/ Utilisation selon l'une quelconque des 
revendications 7 a 10, pour la fabrication de medicaments 
anti-viraux, pour prgvenir les troubles associes aux 
infections virales induites ou favorisSes par les ligands 
AhR, comme le rhume ou la grippe, ou pour traiter les 
polyposes nasales, pour traiter 1" activation des 
infections virales latentes par les ligands AhR, telle 
que le SIDA induit par VIH. 

12/ Utilisation selon l'une quelconque des 
revendications 7 a 10, pour la prevention de 
1' encephalite spongiforme causee par la proteine PrP 
(prion) chez l'humain et les bovins . 

13/ Utilisation selon l'une quelconque des 
revendications 7 a 10, pour la prevention de 
l'osteoporose chez la femme a tous les ages de la vie et 
en particulier en post -menopause et chez la femme agee. 

14/ Utilisation selon l'une quelconque des 
revendications 7 a 10, pour le traitement des etats 
inflammatoires causes par la production excessive d'oxyde 
nitreux et/ou d'lgE, notamment de dermatites atopiques, 
arthrite rhumatoide, osteo-arthrite, les maladies 
neurodegeneratives ( sclerose en plaques , sclerose 
amyotrophique) et diabdte. 

15/ utilisation selon l'une quelconque des 
revendications 7 k 10, pour reduire les etats febriles 
associes aux maladies inf ectieuses, virales et 
parasitaires . 
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16/ Utilisation selon I'une quelconque des 
revendications 7 & 10, pour le traitement des pathologies 
gynecologiques et endocriniennes telles que 
1» endometrioses les fibromes (lSiomyomes) , la pre- 
eclampsie et les avortements a repetition. 

17/ Utilisation selon I'une quelconque des 
revendications 7 a 10, pour la prevention et le 
traitement de la maladie d 1 Alzheimer . 

18/ Utilisation selon l f une quelconque des 
revendications 7 k 10, pour le traitement des dermatites, 
acne, lesions d'hyperkeratose, eczema, ainsi que le 
vieillissement de la peau et des rides. 

19/ Utilisation des antagonistes selon I'une 
quelconque des revendications 1 & 5 comme additifs 
alimentaires, en particulier pour supplementer la 
nourriture des nouveaux nes, nourrissons et tres jeunes 
enfants, dans un contexte d' exposition aux polluants 
arylhydrocarbures polycycliques et/ou halogenes. 

2 0/ Utilisation des antagonistes selon I'une 
quelconque des revendications 1 a 5, pour impregner les 
filtres de cigarettes, afin de delivrer une dose 
d'antagoniste proportionnelle & la concentration de 
toxiques absorbee avec la fumee, et conduisant a une 
concentration sanguine permettant de bloquer 1' induction 
de CYP1A1 et des autres enzymes de phase I au niveau des 
organes en contact avec les arylhydrocarbures. 
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page 531, right-hand column, last 
paragraph -page 532 




1,2, 

5-10,14, 
15,17,19 


X 


KIMURA, YOSHIYUKI ET AL: "Effects of 
stilbenes on arachidonate metabolism in 
leukocytes" 

BIOCHIM. BIOPHYS. ACTA (1985), 834(2), 

275-8 CODEN: BBACAQ; ISSN: 0006-3002, 

XP0O2090264 

the whole document 




1-10,14, 
19 


X 


TSURUGA, TOMOKO ET AL: "Biologically 
active constituents ot Melaleuca 
leucadendron: Inhibitors of induced 
histamine release from rat mast cells" 
CHEM, PHARM. BULL. (1991), 39(12), 3276-8 
CODEN: CPBTAL;ISSN: 0009-2363, XP002090265 
the whole document 




1-10,14, 
19 



Form PCT/ISAtfl 0 {continuation of second shoot) (July 1 992) 



page 3 of 4 



INTERNATIONAL SEARCH REPORT 



Int' national Application No 

Pu/FR 99/01063 



C.(Continuation) DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT 



Category J Citation of document, with indicatioawhere appropriate, of the relevant passages 



Relevant to claim No. 



1.0. GO0FROID: "L'eloge du vin ?" 
PRESSE MEDICALE, 

vol. 26, no. 40, 1997, pages 1971-1974, 

XP002090266 

the whole document 

US 3 624 162 A (SIEBER ROLF) 
30 November 1971 (1971-11-30) 
the whole document 
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INTERNATIONAL SEARCH REPORT 




Box 1 Observations where certain claims were found unsearchable (Continuation of item 1 of first sheet) 



This international search report has not been established in respect of certain claims under Article 1 7(2)(a) for the following reasons: 
1. I - ] Claims Nos.: 

1 — because they relate to subject matter not required to be searched by this Authority, namely: 



2. j^j ClaimsNos.: 

because they relate to parts of the international application that do not comply with the prescribed requirements to such 
an extent that no meaningful international search can be carried out, specifically: 



because they are dependent claims and are not drafted in accordance with the second and third sentences of Rule 6.4(a). 



Box U Observations where unity of invention is lacking (Continuation of item 2 of first sheet) 



This Internauonal Searching Authority found multiple inventions in this international application, as follows: 



see supplementary sheet INFORMATION FOLLOW-UP PCT/ISA/210 




As ail required additional search fees were timely paid by the applicant, this internauonal search report covers all 
searchable claims. 



2 □ 



As all searchable claims could be searched without effort justifying an additional fee, this Authority did not invite payment 
of any additional fee. 




As only some of the required additional search fees were timely paid by the applicant, this internauonal search report 
covers only those claims for which fees were paid, specifically claims Nos. : 




restricted to the invention first memioned in the claims; it is covered by claims Nos. : 



Consequently, this internauonal search report is 



Remark on Protest 




The additional search fees were accompanied by the applicant's protest. 
No protest accompanied the payment of addiuonal search fees. 
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INTERNATIONAL SEARCH REPORT 



International application No. 
PCT/FR 99/01063 



Continuation of Box 1,2 



Claims 1-5 concern a very wide variety of compounds. A support basis as defined in 
PCT Article 6 and/or a description as defined in PCT Article 5 can however be found 
for only a very limited number of the claimed compounds. In the present case, the 
claims are so lacking in support basis and the description of the invention so limited 
that it is impossible to carry out any significant search concerning the whole claimed 
spectrum. Consequently, the search was limited to the parts of the claims for which a 
support basis and a description are provided, that is those claims which concern 
compounds specifically mentioned in the application and in Claims 2-4. 
Moreover, since the treatment of pathologies "caused by exposure to arylhydrocarbon 
ligands" does not constitute a clear definition of a disease, the search was exclusively 
based on the general concept of the invention as well as on the diseases mentioned in 
Claims 11 to 18. 

Claims in respect of which the search was incomplete: 1-20, 

The applicant's attention is drawn to the fact that claims or parts of claims concerning 
inventions in respect of which no search report has been established need not be the 
subject of international preliminary examination (PCT Rule 66.1(e)). The applicant is 
warned that the guideline normally adopted by the EPO acting in its capacity as 
International Examination Authority is not to proceed with a preliminary examination 
of a subject matter if no search has been carried out thereon. This position will remain 
unchanged, notwithstanding that the claims have been modified or not, either after 
receiving the search report, or during any procedure under Chapter II. 
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Of nde Internationale No 

PU/FR 99/01063 



A. CLASS EM ENT OE L'OBJET DE LA OEMANDE . 

CIB 6 A61K31/05 A61K31/70 



Selon la classification internationale des brevets (CIB) ou a la fois selon la classification natlonate et la CIB 
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Documentation minimale consultee (systeme de classification suivi des symboles do classement) 
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C DOCUMENTS CONSIDERES COMME PERTINENTS 
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ou apres catte date 

"L ' document pouvant jeter un doute sur une revendication de 
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date de priorite et aappartenenant pas a Tetat de la 
technique pertinent, mais cite pour comprendre le principe 
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"X" document particulierement pertinent; Tinven tion revendiquee ne peut 
etre consideree comme nouvelle ou comme impliquant une activite 
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"Y" document partlculierement pertinent; I'lnven tion revendiqude 
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lorsque le document est associe a un ou plusieurs autres 
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no. des revendications visaes 
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natural product derived from grapes" 
SCIENCE (WASHINGTON, D. C.) (1997), 
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DATABASE WPI 
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6-10,13, 
19 



Formulair© PCT/lSA/210 (siita de la deuxrtmo fouiUe) 1992) 



page 2 de 4 



RAPPORT DE RECHERCHE INTERNATIONALE 



0 *nde Internationale No 

PuT/FR 99/01063 



C Csulte) DOCUMENTS CONSIDERES COMME PERTINENTS 
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Identification des documents cites, avec.le cas eeheont. I'lndleationdes passages pertinents 


no. des revendlcations viseea 
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DATABASE WPI 

Section Ch, Week 8637 

Derwent Publications Ltd., London, GB; 
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KK), 2 aoQt 1986 (1986-08-02) 

abrege 


1-10,19 
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EP 0 773 020 A (SIGMA-TAU) 
14 ma1 1997 (1997-05-14) 


1,2, 

5-10,14, 
19 




le document en entler 


X 


G.Y. SUN ET AL.: "Protective role of 

polyphenols against neurodegeneration" 

JOURNAL OF NEUROCHEMISTRY, 

vol. 70, no. si, mars 1998 (1998-03), page 

s59 XP002090261 

le document en entier 


1,2, 

5-10,14, 
19 


X 


ORACZYNSKA-LUSIAK, B0ZENA ET AL: 
"Oxidized lipoproteins may play a role 1n 
neuronal cell death in Alzheimer disease" 
M0L. CHEM. NEUROPATH0L. (1998), 33(2), 
139-148 CODEN: MCHNEM; ISSN: 1044-7393, 
XP002090262 
abrege 

page 146, dernier allnea -page 147 


1,2, 

5-10,14, 
17,19 


X 


ORACZYNSKA-LUSIAK, B. ET AL: "Oxidized 
lipoproteins activate NF-. kappa. B binding 
activity and apoptosis in PC12 cells" 
NEUROREPORT (1998), 9(3), 527-532 CODEN: 
NERPEZ;ISSN: 0959-4965, XP002090263 
abrege 

page 531, colonne de droite, dernier 
alinea -page 532 


1,2, 

5-10,14, 
15,17,19 


X 


KIMURA, YOSHIYUKI ET AL: "Effects of 
stilbenes on arachidonate metabolism 1n 
leukocytes" 

BI0CHIM. BIOPHYS. ACTA (1985), 834(2), 

275-8 CODEN: BBACAQ; ISSN: 0006-3002, 

XP002090264 

le document en entler 


1-10,14, 
19 


X 


TSURUGA, TOMOKO ET AL: "Biologically 
active constituents of Melaleuca 
leucadendron: inhibitors of induced 
histamine release from rat mast cells" 
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CODEN: CPBTAL; ISSN: 0009-2363, XP002090265 
le document en entler 
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Or ^nde Internationale No 
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C.(suite> DOCUMENTS CONSIDERES COM ME PERTINENTS 



Categone ' Identification des documents cites, avec.ie cas echeant. I indication des passages pertinents 



no. des revendications visees 



1.0. G0DFR0ID: "L'eloge du vin ?" 
PRESSE MEOICALE, 

vol. 26, no. 40, 1997, pages 1971-1974, 

XP002090266 

1e document en entler 

US 3 624 162 A (SIEBER ROLF) 
30 novembre 1971 (1971-11-30) 
le document en entier 

GEHM, BARRY D. ET AL: "Resveratrol , a 
polyphenol ic compound found in grapes and 
wine, 1s an agonist for the estrogen 
receptor" 

PR0C. NATL. ACAD. SCI. U. S. A. (1997), 
94(25), 14138-14143 C0DEN: PNASA6;ISSN: 
0027-8424, XP002090267 
le document en entler 

MAZUMDER, ABHIJIT ET AL: "Effects of 
Tyrphostins, Protein Kinase Inhibitors, on 
Human Immunodeficiency Virus Type 1 
Integrase" 

BIOCHEMISTRY (1995), 34(46), 15111-22 

C0DEN: BICHAW;ISSN: 0006-2960, XP002090268 

* compose AG1233 

abrege; tableaux 1,2 

page 15118, colonne de droite, dernier 

alinea -page 15119, colonne de gauche, 

dernier alinea 



1,2, 

5-10,13, 
14,17,19 



1,4 



1-20 
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RAPPORT DE RECHERCHE INTERNATIONALE 



emanae internanonaie n • 

PCT/FR 99/01063 



Cadre I Observations - lorsquil a ete estime que certaines revendicatlons ne pouvaient pas faire I'objet d une recherch b 
(suite du point 1 de la premiere feuille) 



Conformement a Particle 1 7.2)a), certaines revendications n'ont pas fait I'objet d'une recherche pour les motifs suivants: 

1 . | j Les revendications n 05 

se rapportent a un oojet a regard duquei radministration n'est pas tenue de proceder a la recherche, a savoir: 



2. [_XJ Les revendications n°* - 

se rapportent a des parties de la demande internationale qui ne remplissent pas suffisamment tes conditions prescrites pour 
qu'une recherche significative puisse etre effectuee. en particulier: 

Voir feuille supplemental re SUITE DES RENSEIGNEMENTS PCT/ISA/210 



n Les revendications n 05 

sont des revendications dependantes et ne sont pas redigees conformement aux dispositions de ia deuxieme et de la 
troisieme phrases de ia regie 6.4.a). 



Cadre II Observations - lorsqu il y a absence d'unite de Hnvention (suite du point 2 de la premiere feuille) 



L'admmistration chargee de la recherche Internationale a trouve ptusieurs inventions dans la demande Internationale, a savoir: 



1 , | l Comme toutes les taxes additionnelles ont ete payees dans les delais par le deposant. le present rapport de recherche 
' — » Internationale porte sur toutes les revendications pouvant faire i'objet d'une recherche. 



2. i ; Comme toutes les recnerches portant sur les revendications aui s'y pretaient ont pu etre erfectuees sans effort parnculier 

justifiant une taxe additionneiie. radministration n a soilicite le paiement d'aucune taxe de cette nature. 



3. | i Comme une partie seuiement des taxes additionnelles demandees a ete payee dans les delais par le deposant. le present 
— 1 rapport de recherche Internationale ne porte que sur les revenaications pour lesquelles les taxes ont ete payees, a savoir 
les revendications n 05 



4. I 1 Aucune taxe additionneiie demandee n'a ete payee dans les delais par le deposant. En consequence, le present rapport 
I — ' de recherche Internationale ne porte que sur l invention mentionnee en premier lieu dans les revendications; elle est 
couverte par les revendications n 05 



Remarque quant a la reserve J^J Les taxes additionnelles etaient accompagnees d'une reserve de la part du deposar t, 

[ j Le paiement des taxes additionnelles n'etait assort d'aucune reserve. 



Formuiaire PCT/lSAy'210 (suite de ia premiere feuille (1)) (Juillet 1998) 



Demande Internationale No. PCT/FR 99 01063 

SUITE DES RENSEIGNEMENTS INDIQUES SUR PCT/ISA/ 2 1 0 



Suite du cadre 1,2 



Les revendlcatlons 1-5 presentes ont trait a une tres grande varlete de 
composes. Un fondement au sens de L'Article 6 PCT et/ou un expose au sens 
de r Article 5 PCT ne peut cependant etre trouve que pour un nombre tres 
restreint de ces composes revendlques. Dans le cas present, les 
revendlcatlons manquent a un tel point de fondement et r expose de 
IMnvention dans la description est si limlte q'une recherche 
significative couvrant tout le spectre revendique est impossible. Par 
consequent, la recherche a ete limitee aux parties des revendlcatlons qui 
presentent un fondement et un expose, c'est a dire les parties ayant 
trait aux composes specif iquement mentiones dans la demande et dans les 
revendications 2 a 4. 

De plus, le traltement d'affections "provoquees par Texposition a des 
Ugands arylhydrocarbures" n'etant pas une definition claire d'une 
maladie, la recherche a porte exclusivement sur 1'idee general e de 
r invention ainsi que sur les maladies mentionees dans les revendlcatlons 
11 a 18. 

Revendications ayant fait Tobjet d ? une recherche incomplete: 1-20 

[.'attention du deposant est attiree sur le fait que les revendications, 
ou des parties de revendications, ayant trait aux inventions pour 
lesquelles aucun rapport de recherche n'a ete etabli ne peuvent faire 
obi igatoirement Tobjet d'un rapport preliminaire d'examen (Regie 66.1(e) 
PCT). Le deposant est averti que la Hgne de conduite adoptee par TOEB 
agissant en qualite d'admini strati on chargee de Texamen preliminaire 
international est, normal ement, de ne pas proceder a un examen 
preliminaire sur un sujet n'ayant pas fait Tobjet d'une recherche. Cette 
attitude restera inchangee, independamment du fait que les revendlcatlons 
aient ou n'aient pas ete modifiees, soit apres la reception du rapport de 
recherche, soit pendant une quelconque procedure sous le Chapitre II, 
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